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葛 麻 蚕 线粒体 基因 组 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 下 的 序列 
及 其 分 子 进 化 分 析 
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摘要 : 测定 了 草 麻 答 Samia cmipia ricini 线粒体 基因 组 (mtDNA) 含 完 整 的 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 川 COM)、tRNA-Gly 和 部 分 
的 NADH 亚 基 川 CND3) 基因 的 DNA 片段 序列 。COX3 基因 编码 框 包 含 789 个 核 音 酸 ， 编 码 262 个 氨基 酸 的 蛋白 质 。 通 过 同 
源 性 比较 ， 发 现 COX3 基因 的 3' 端 比 5' 端 要 保守 ， 其 编码 的 绰 白 在 C 端 有 两 个 保守 序列 存在 。COX3 的 下 游 为 66 bp 的 tRNA- 
Gly 基因 。 葛 有 麻 蛋 的 COX3 与 家 和 蛋 COX3 同 源 性 最 高 ， 核 苷 酸 和 和 氯 基 酸 序列 同 源 性 分 别 是 80.2% 和 85.6%。 根 据 COX3 氨基 
酸 序列 进行 了 1I2 种 无 咨 椎 动物 的 分 子 进化 树 分 析 ， 认 为 在 采用 线粒体 基因 序列 进行 分 子 进 化 分 析 时 ， 应 该 综合 考虑 物种 的 
繁殖 模式 及 生态 特点 。 
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Characterization of the cytochrome oxidase subunit [| gene of mitochondrial DNA 


from the eri silkworm, Samia cynthia ricini 

WEI Zhao-Jun，ZHAO Qiao-Ling, ZHANG Zhi-Fang”，XIAO Qing-Li, WANG Zhang-E, HE Jia-Lu (Key Laboratory 
of Silkworm Biotechnology, Ministry of Agriculture， Sericultural Research Institute，Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Zhenjiang 212018, China) 

Abstract: The cytochrome oxidase subunit [[ gene (COX3), tRNA-Gly gene and partial ND3 gene of the eri silkworm， 
Samia cynthia ricini, were sequenced. The open reading frame of COX3 gene contains 789 nucleotides, encoding a puta- 
tive protein of 262 amino acids. Comparison of the amino acid homology with COX3 genes of other eleven arthropods was 
made. The results showed that the conservation of C’ termination was higher than N’ termination in COX3, and there 
were two conservative regions in C” termination of COX3. The COX3 gene of mtDNA in the eri silkworm was most closely 
related to that of the silkworm Bombyx mori, with the homology of 80.2% nucleotide and 85.6% amino acid respective- 
ly. Based on the alignment of amino acid sequences deduced from the COX3 genes, a phylogenetic tree of the twelve in- 
vertebrates was constructed. It was proposed that when the molecular evolution is analysed based on mitochondrial genetic 
sedquences, the reproduction pattem and ecological characteristics should be considered. 
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动物 线粒体 基因 组 (mtDNA 中 含 细胞 色素 氧 
化 酶 三 个 亚 基 基因 《cytochrome oxidase subunit 工 ， 
I, 焉 ， 缩 写 COX1，COX2，COX3 )、Cytb、ATP6、 
ATP8 等 13 个 蛋白 基因 ， 它 们 都 是 线粒体 内 膜 呼吸 
链 的 重要 组 分 。 其 中 COX1、COX2 和 COX3 最 保 
守 ， 同 源 性 达 80% 左右 ， 对 其 序列 进行 元 隆 和 分 
析 是 研究 远 缘 物 种 分 子 系统 演化 和 分 类 的 有 效 基 
之 一 。 Garcia-Machado 等 (1999) 通过 比较 龙 是 
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Panulirus argus 和 4 种 昆虫 的 线粒体 完整 的 COX1 基 
因 序 列 和 部 分 的 COX2、COX3 序列 ， 认 为 里 壳 岗 与 
昆虫 纲 在 分 类 上 很 接近 。 此 外 ， 动 物 线粒体 基因 组 
按照 严格 的 母性 遗传 方式 传代 ， 分 子 量 小 ， 找 贝 数 
多 ， 其 基因 的 碱 基 蔡 代 率 比 单 拷贝 的 核 DNA 基因 
组 快 5~ 10 倍 ， 其 进化 速率 很 快 。 因 此 ， 线 粒 体 基 
因 组 是 研究 真 核 生物 分 子 遗 传 学 、 发 育 生 物 学 和 分 
子 进化 的 一 种 重要 的 模式 体系 《Brown，1983)。 
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本 实验 根据 葛 麻 第 Samia cynthia ricini 线粒体 
基因 组 DNA 的 限制 性 内 切 酶 图 谱 ( 读 建 华 等 ， 
1993) ， 进 行 了 EcoR I 和 Xba 工 酶 切 的 葛 麻 短线 粒 
体 DNA 基因 组 文库 的 构建 ， 并 对 含 细胞 色素 氧化 
酶 亚 基于 (COX3) 及 tRNA-Gly 和 ND6 基因 N 端 部 
分 的 EcoRI 及 Re 工 片 段 进行 了 序列 分 析 。 通 过 
检索 GenBank 的 其 他 COX3 序列 ， 进 行 了 同 源 性 比 
较 和 分 子 进 化 方面 的 探讨 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

葛 麻 每 品种 为 花篮 ; 克隆 用 的 质粒 载体 为 
pBluescript SK (+) (Amp)， 和 宿主 菌 为 .col 
JM109， 均 由 农业 部 家 看 生物 技术 重点 开放 实验 室 
保存 ; 主要 工具 酶 EcoRI 、Xba ]  、T4DNA 连接 酶 
及 其 它 主要 试剂 购 自 Gibce BRL 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 曹 麻 蛋 线 粒 体 DNA 的 制备 : 按 沈 兴 家 等 
(2000) 报道 的 方法 进行 。 
1.2.2 蕊 麻尾 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 亚 基因 
的 克隆 : 制备 所 得 的 mtDNA 分 别 经 EcoR II 和 
Xpoa 工 完全 酶 切 后 ， 低 融 点 凝 胶 回 收 其 中 的 片段 ， 
分 别 与 经 EcoRIT 和 Xba 工 双 酶 解 的 pBluescript SK 
(+) 载体 DNA 进行 连接 、 转 化 (Sambrook et al.， 
199$) 。 用 酚 :氯仿 (1:1) 一 步 法 筛选 重组 子 
(Beuken ，1998) 。 经 酶 切 鉴 定 后 ， 双 脱氧 法 进行 序 
列 测定 。 
1.2.3 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 下 基因 的 分 子 
进化 分 析 : 利用 Dnastar 软件 对 所 克隆 的 基因 的 
DNA 序列 按 无 峭 椎 动物 线粒体 基因 组 遗传 密码 进 
行 阅读 框 分 析 、 和 氨基酸 序列 的 推定 ， 并 利用 Clustal 
软件 与 其 它 11 种 无 脊椎 动物 mtDNA 的 COX3 基因 
氨基 酸 进行 同 源 性 比较 和 分 子 进化 的 探讨 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 草 麻 乔 线 粒 体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 焉 
(COX3) 基因 的 核 音 酸 序列 分 析 

对 所 克隆 草 麻 乔 mtDNA 的 Xba -EcoRIT 的 
1.0 kb 片段 进行 测序 分 析 ， 测 得 序列 长 为 1 028 bp 
(GenBank Accession NO. AF288145) (图 1)。 经 Gen- 
Bank 的 Blast 检索 ，18 ~ 806 bp 为 细胞 色素 氧化 酶 
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亚 基 用 (COX3) 基因 ，809 ~ 874 bp 为 :RNA-Gly 基 
因 ，878 ~ 1 028 bp 为 NADH dehydrogenase subunit 下 
(ND3) 基因 5’ 端的 部 分 序列 。 

昔 麻 奏 线 粒 体 COX3 基因 前 面 的 1 ~ 18 bp 为 线 
粒 体 ATP 合成 酶 Fo 亚 基 6 的 3' 端 部 分 ， 其 终止 子 
TAA 与 COX3 的 ATG 的 A 相 重 要 ; 葛 麻 蛋 mtDNA 
的 COX3 基因 编码 框 包含 789 个 核 车 酸 ， 编码 262 
个 氨基 酸 的 蛋白 质 (图 1); COX3 基因 中 (A +T) 
所 占 的 比例 为 71.99% 远 远 高 于 (C+G) 的 含量 
(28.01% ); 终止 密码 子 为 TAA。COX3 的 3' 端 下 游 
只 间隔 2 个 碱 基 为 {RNA-Gly 基因 ， 长 度 为 66 bp， 
按 Sprinzal 等 划分 线粒体 基因 tRNA 二 级 结构 的 方 
法 (Sprinzal et al.，1989)， 扒 定 了 苍 麻 每 线 粒 体 
tRNA-Gly 基因 的 二 级 结构 ， 与 家 等 相 比 仅 A 变 为 
T， 变 异 发 生 在 D 环 (图 2); 与 核 TRNA 的 结构 相 
比 ， 萝 麻 看 线粒体 tRNA-Gly 碱 基数 较 少 ， 缺 少 可 
变 环 。tRNA-Gly 基因 后 为 ND3 基因 ， 二 者 只 间隔 
ATT， 部 分 序列 显示 它 与 家 看 线粒体 ND3 基因 的 核 
茸 酸 序列 同 源 性 为 73.5%。 
2.2 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 焉 【COX3) 基因 
的 同 源 性 比较 

检索 GenBank 数据 库 已 发 表 的 11 种 其 他 无 峭 
椎 动物 线粒体 COX3 基因 ， 利 用 Dnastar 软件 进行 同 
源 性 比较 和 分 析 。 这 11 种 无 脊椎 动物 及 其 COX3 
基因 代码 分 别 为 : 鳞 翅 目的 家 等 ( Bombyx mor， 
BmCOX3); 直 翅 目的 东亚 飞 蝗 (ZEocusta migratoria ， 
LmCOX3); 膜 翅 目的 蜜蜂 ( Apis mellifera ligustica， 
AmCOX3); 双 翅 目的 四 斑 按 蚊 (Anopheles quadri- 
maculayus，AqCOX3); 冈比亚 按 烧 (Anopheles gam- 
biae， AgCOX3 ); 果 量 ( Drosophila 
DyCOX3 ); 黄 猩 猩 果 晶 (Drosophila melanogaster， 
DmC0X3 ); 地 中 海 实 量 ( Ceratitis capitaia， 
CecCOX3 ) 和 螺旋 锥 蝇 ( Cochliomyia hominiorax ， 
ChCOX3) ; 甲壳 网 十 足 目的 斑 节 对 虾 〈 Penaeus 
monodon ，PmCOX3) 和 寄居 和 饮 ( Pagurus longicarpus， 
PICOX3)。 对 照 万 麻 盘 COX3 基因 (ScCOX3) 推断 
的 氨基 酸 序列 与 其 它 昆虫 线粒体 COX3 基因 的 氨基 
酸 序列 ( 表 1)， 发 现 氨基 酸 同 源 性 为 51.9% 到 
85.6%， 与 BmCOX3 的 同 源 性 最 高 ， 核 背 酸 和 氨基 
酸 序列 的 同 源 性 分 别 是 80.2% 和 85.6% 。 值 得 注 
意 的 是 蜜蜂 线粒体 COX3 基因 的 氨基 酸 序 列 与 其 他 
无 脊椎 动物 mtDNA COX3 基因 的 氨基 酸 序列 同 源 性 
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1 TCTAGAGAAGTTAATTAATGAAMAAATTTATATAGTCATCCTTATCACTTACGTACGATTATAGALCCTOGACCATTA 
start af CO HW Kk Nt YY Ss H PP YY 1 L 

了 5 ACACGAGCTATCOGAGTTATAACTTTAOGTAACTOGGTTTAGTAAAATCATTCOCATAAMTTTTAATATAAATCTATTA 
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750 TTTGTAGATGTAGTATGATTATTTCTTTATATTTCTATTTACTGATOAGGTAATTAATT ATIYATATAATATATY 
F OV nN Vv yy WL FL YS [YN GL 
B25 TACTATATTIOACTTCCAAT CAAAAAGI TTAAT TATIITIAATATAAATAATTATTTT ARALTANCAN TT 
ND3 1 1 MT TT TL 
B99 ATTTTAATCTTAATATTTTCAAATTTACTTATAATTTTATCAATTATTTTATCTAAAAAATOTTITAACOATCOA 
TL IL FS NL LS I 1 LS kK ks PN D R 
8714 CAAAAATGTTCAGCCATTTGAGTGCGGATTGACCCTAAATCCTCTGCTCGASATTC 
E kK Csr FE C6 FrF Dp PP k S SS 4 RI 
图 1 墓 麻 下 线 粒 体 DNA COX3 基因 和 tRNA-Gly 基因 核 甘酸 序列 
Fig. 1 Nucleotide and amino acid sequences of mtDNA COX3 gene and tRNA-Gly gene of the en silkworm 
i 有 110 个 是 保守 的 ， 其 中 C- 末 端的 氨基 酸 保 守 性 高 
eT 于 N- 末 端 。 在 SeCOX3 编码 的 蛋白 的 C- 末 端 第 242 
1 至 248 的 七 个 氨基 酸 〈WYWHFVD) 和 第 251 至 255 
人 的 五 个 氨基 酸 (WLFLY)， 在 其 它 11 种 无 消 椎 动物 
a 1 ， 中 是 一 致 的 ， 推 测 这 些 区 段 可 能 是 COX3 的 功能 
T A ATTTTTA 了 
T AATATAA 及 域 。 | 
1 ee 2.3 ”分 子 系统 进化 树 的 构建 
oe 从 同 源 性 比较 可 看 出 ， 动 物 的 mtDNA COX3 基 
A 因 是 相对 保守 的 ， 因 此 ， 可 以 利用 他 们 之 间 的 同 源 
es 性 差异 进行 分 子 进化 方面 的 分 析 。 依 据 Dnastar 软 


图 2 葛 拼 系 线 粒 体 DNA 的 tRNA-Gly 
基因 可 能 的 二 级 结构 
Fig. 2 Possible second structure of mitochondrial 
iRNA-Gly gene of the eri silkworm 


最 低 ， 为 46.9% 到 53.5%， 甚 至 比 无 次 椎 动物 与 
将 椎 动物 的 同 源 性 还 低 。 进 一 步 对 氨基 酸 序 列 进行 
对 位 排列 比较 ，12 种 无 次 椎 动物 的 氨基 酸 中 ， 约 


件 中 的 Clustal 方法 ， 绘 制 线粒体 COX3 基因 的 分 子 
进化 树 《图 3)}。mtDNA COX3 中 除 蜜蜂 外 可 分 为 两 
群 ， 一 群 是 鳞 兽 目的 家 重 和 草 麻 在 ， 另 一 群 包括 双 
翅 目 的 6 种 昆 忠 、 甲 壳 纲 十 足 目的 2 种 动物 和 直 翅 
目的 东亚 飞 蝗 ， 和 第 二 群 义 可 细 分 为 双 妈 目的 6 种 屁 
虫 、 甲 壳 纲 十 足 目 斑 节 对 虾 和 寄居 钥 以 及 直 示 目的 
东亚 飞 蝗 三 个 亚 群 ， 密 蜂 在 分 类 中 是 一 个 例外 ， 单 
独 被 分 为 一 群 ， 与 其 他 物种 的 关系 最 远 ， 其 原因 可 
能 与 蜜蜂 群体 的 繁育 模式 和 群体 结构 有 关 。 
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表 1 无 将 椎 动物 线粒体 DNA COX3 基因 同 源 性 比较 
Table 1 Comparison of homology (%) among COX3 from invertebrate mtDNA 
mo AgCOX3 AmCOXS3 AqCOX3 BmCOX3 CoCOX3 ChCOXS DmCOX3 DyCOXS3 LmCOXS3 PCOXS PmCOX3 
ScCOX3 77.9 31.9 79.0 85.6 76.4 75.3 76.8 73.7 72.6 72.6 71.9 
AgCOX3 53.1 96.6 74.8 84.4 83.2 85.9 86.6 73.2 73.7 73.3 
AmCOX3 53.5 53.1 52.3 52.7 52.7 31.3 46.9 50.8 50.4 
AqCOX3 75.6 84.0 82.8 85.5 86.6 74.8 25 73.7 
BmCOX3 76.4 76.8 77.6 76.0 71.5 68.1 68 .8 
CecCOXS 90.3 91.6 91.6 74.1 73.8 74.1 
ChCOX3 91.3 90.9 74.1 72.6 73.4 
DmCOX3 97.7 74.9 73.4 74.9 
DyCOXS 74.9 73.4 73 .3 
LmCOX3 72.3 72.6 
PICOXS 83.7 
CeCOX3 
CnCOX3 
DrmCOX3 
DyCOX3 
AqCOX3 
gCOX3 
PiCOX3 
PmCOX3 
LmCOX3 
COX 
BmCOX3 
AmMCOX3 
EE Il 
40 35 30 5 20 i5 10 5 0 
图 3 ” 12 种 无 咨 椎 动物 基于 线粒体 DNA COX3 基因 序列 的 分 子 系 统 树 
Fig. 3 A phylogenetic tree based on mtDNA COX3 
根据 线粒体 COX3 基因 的 结构 构建 的 分 子 进化 
3 讨论 树 ， 与 从 形态 学 角度 进行 的 系统 分 类 比较 来 看 ， 结 


本 研究 以 曹 嫉 重 晴 为 材料 ， 提 取 了 mtDNA， 并 
克隆 了 mtDNA 的 Xba IT-EoRI 1.0kb 片 段 ， 测 序 
结果 表明 该 片段 包括 COX3 基因 、tRNA-Gly 基因 和 
ND3 基 因 端的 部 分 序列 。 与 家 和 三 mtDNA 〈Gen- 
Bank Accession NO. NC002355〉 的 相应 部 分 序列 比 
较 ， 功 麻生 mtDNA COX3 基因 与 ATP 合成 酶 Fo 亚 
基 6 基 因 之 间 缺 少 14 bp 的 AAAGAATTAAATTA 间 
隔 部 分 序列 ， 引 起 缺失 的 原因 与 功能 有 待 探讨 。 曹 
麻 重 mtDNA COX3 基因 终止 密码 子 为 TAA， 而 四 斑 
按 蚊 〈 Mitchell et 吧 .，19937、 内 比 亚 按 蚊 〈 Beard 
et al.，1993〉 和 斑 节 对 是 《 Wilson et al.，2000) 
等 的 终止 密码 子 只 有 一 个 T， 需 经 添加 polyA 后 才 
形成 终止 子 。 


果 略 有 差异 。 从 本 研究 看 ， 斑 节 对 是 和 寄居 钥 与 直 
示 目 和 双 翅 目 昆虫 关系 密切 ， 这 与 形态 分 类 差别 较 
大 ， 按 照 后 者 斑 节 对 是 和 寄居 钵 都 属于 节肢 动物 中 
的 甲壳 纲 十 足 目 ， 与 昆 忠 分 居 不 同 的 纲 。Garcia- 
Machado (1999) 等 根据 线粒体 基因 所 进行 的 分 子 进 
化 亦 认为 甲壳 纲 十 足 目的 龙虾 与 昆虫 纲 的 昆虫 在 分 
类 上 很 接近 ， 我 们 的 分 类 结果 更 进一步 证 实 了 上 述 
结论 。 本 研究 得 出 分 子 进化 树 中 ， 蜜 蜂 与 其 它 物种 
的 关系 都 较 远 ， 说 明 密 蜂 的 线粒体 COX3 变异 较 
大 ， 进 化 速率 快 。David 等 (1994〉 研究 也 发 现 蜜 
蜂 线粒体 基因 组 碱 基 置 换 率 远 远 高 于 果 量 等 昆虫 ， 
这 可 能 与 线粒体 DNA 严格 的 母性 遗传 方式 和 蜜蜂 
的 群体 繁育 模式 有 关 。 蜜 蜂 的 一 个 群体 一 般 只 有 一 
个 内 蜂王 承担 繁衍 后 代 的 任务 ， 相 对 于 其 他 物种 的 
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母性 个 体 数 ， 群 体 较 小 ， 发 生 的 遗传 漂 变 容易 被 固 
定 ， 在 进化 过 程 中 线粒体 基因 的 分 子 进 化 的 速率 较 
快 ， 显 得 密 蜂 的 进化 就 比较 快 。 另 外 ， 东 亚 飞 星 与 
其 他 昆虫 距离 较 远 ， 其 机 理 还 需 进一步 探讨 。 

目前 ， 依 据 基因 序列 构建 分 子 系统 树 进行 分 子 
系统 演化 研究 较 多 ， 构 建 分 子 系统 树 所 依据 的 基因 
不 同 ， 结 果 往 往 受 到 影响 。Miya《2000》〉 等 研究 认 
为 mtDNA COX3 的 基因 序列 作为 分 子 系统 分 类 的 依 
据 效果 最 好 ， 而 Zardoya《1996》〉 则 认为 中 等 。 两 位 
学 者 对 mtDNA COX3 基因 作为 分 子 分 类 的 依据 的 优 
劣 评价 不 同 ， 可 能 与 所 研究 的 物种 不 同 有 关系 。 从 
本 研究 的 结果 看 ， 除 蜜蜂 和 东亚 飞 蝗 外 ， 根 据 
mtDNA COX3 基因 的 数据 结果 构建 的 分 子 系统 进化 
树 基本 上 可 反映 这 一 组 物种 的 亲缘 关系 规律 。 然 而 
昆虫 纲 由 于 物种 数目 多 ， 所 处 的 生态 环境 、 迁 移 活 
动 范围 及 繁殖 方式 各 异 ， 所 以 遗传 变异 亦 较 为 丰 
富 ， 进 行 分 子 进 化 分 析 时 ， 往 往 与 形态 分 类 有 所 了 矛 
盾 ， 因 此 ， 在 采用 线粒体 基因 序列 进行 分 子 进 化 分 
析 时 ， 应 该 综合 考虑 其 繁殖 模式 及 生态 特点 ， 将 分 
子 与 形态 结合 起 来 比 单一 方法 可 对 生物 的 多 样 性 作 
出 更 好 的 描述 和 解释 。 
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